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@ Humanes zirkulierendesP-Defensin hBD-1 

@ Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist etn Polypeptid 
mrt antibiotischen Eigenschaften, humanes p-Defensin 1 
(kurz hBD-1 ) sowie von ihm abgeleitete Fragmente und/oder 
Derivate, ein fur hBD-1 oder von ihm abgeleiteten Fragmen- 
te kodterendes Polynukteotid, inst>esondere eine cDNA. ein 
ArzneimitteJ enthaltend das erfindungsgemaBe Peptide ein 
Diagnosemittet, Veiwendung von hBD-1 fur zweite medizin)- 
sche Indikationen sowie eine Nukletnsauresonde hybndisie- 
rend fur das p-Defensm hBD-1 oder eines seiner Fragmente. 
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BeschreA)ting 

DasP-Def nsin hBD-1 konnte Qb rraschend meise aus humanem HamofUtrat isoli rtw rdea. Es besteht aus 
dernachst hend angegebeaen Aminosauresequenz: 

5 

DHYNCVSSGG QCLYSACPIF TKIQGTCYRG KAKCX:K 

Das erfindungsg m&6e Peptid ist erhaldich durch ein Reinigungsverfahren ausg h nd von humanem Hamofll- 
trat 

10 Das humane Hamofihrat win) gegebenenfaUs mit Wasser verdunnt und angesiuert Der pH-Wert betHlgt 
vorzugsweise 1^ bis 3A insbesondere 2,5 bis 3,0. Danach wird das H^ofiltrat uber einen Kadoneoaustauscher 
geleitet, beispielswdse einem mit Sulfonsaur^ruppen modiUzierenden Tragennaterial (Fraktogel SP-650 (MX 
Merck, DarmstadtX Die an dra Kationenaustauscher gebundenen Peptide werden mit einer reladv hoch konzen- 
trierten Salzldstmg eluiert Die lonenstarke der Elutionsldsung entspricht dabei ungeflhr einer 0,7 bis 13 
15 molaren Natriumc£k>ridldsung. 

Das aufgefangene Eluat wird mit einem peptidHlllenden Reagenz, beispielsweise Ammoniumsulfat, versetzt 
Die Aus^img der Peptid erfolgt vorzugsweise bei niedrigeren Temperaturen, insbesondere im Bereich von 4*'C 
bis 10° C Das so gewonnene Prazipitat wird von der Qberstehenden L5sung abgetrennt 
Das Pribdpitat wird in Wasser geldst und die Losung neutralisiert, vorzugsweise mit Natriumhydroxkl auf 
20 einen pH zwischen 6,5 und 7 A Die hochmolekularen E^teine werden von den Peptiden abgetrennt, beispiels- 
weise mit Hilfe einer Ultrafiltradon durch eine UltraHitrationsmembran mit einer AussdiluBgrenze von 20 000 
Da (CeUulosetriacetat-Membran der Fa. SartoriusX 

E>as die Peptide entfaaltene Ultrafiitrat wird einer weiteren Kationenaustausch-Cfaromatographie unterzogen. 
Diese Chromatographie ist vorzugswebe eine Gradientendudons-Oiromatogr^hie mit einem Puffer geringe- 
25 rer lonenstarke bb zu dnem Puffer mit hdherer lonenstSrke entsprechend einer lonenst^e von OJ M bb 13 M 
Ammoniumacetat 

Die das erfindungsgemaBe Peptid enthalten Fraktionen werden mitteb semiprdparativer Umkehrphasen- 
Chromatographie beispiebweise an mit C4 modifizierten Tragermaterialien weitergereinigt Der Auf reim'gungs- 
grad wird vorzugsweise mitteb anaiytischer Umkehrphasen-Chromatographie beispielsweise an mit C18 modifi- 

30 zierten TV^germaterialien und der Kapillarzonmelektrc^horese uberpruft 

Die durch die diromatographische Reinigung erhahene Substanz wurde der StrukturaufklSrung zugefQhrt 
Die Bestimmung der MoiekOlmassen des nativea Peptids sowie seiner proteolytisdien Fragmente und chemisch 
modiftzierten Derivate erfolgte mitteb eines Sciex API III Massenspektrc»neter. Die Aminos&ureanalyse wurde 
nach einer saurra Totalhydrolyse durchgefuhrt Die Sequenzanalyse erfoigte fiber dnen Edman-Abbau der 

35 Peptids, seiner proteolytischen Spaitprodukte sowie von chemisch modifi^erten Derivatoi mit einem ABI 473 A 
Sequenzer. 

Aus der erfindungsgemaBen Peptidsequenz laBt sich dn Polynukleotid ableiten, kodierend fDr das B-Def ensin 
hBD-1. 

Das Polynukleotid bt insbesondere eine cDNA, die sowohl ab Ausgangspunkt einer gentechnischen Herstd- 
40 lung des P-Defensins hBD-1 dienen kann, wie auch ab analytisches Werl^ug zu Nachweb des Auftretens von 
fur das Peptid kodierender DNA oder mRNA. 

Dabei k^nen entsprechende Derivate als Hybridbierungssonden emgesetzt werden. Beispiebweise weist die 
cDNA des er^ndungsgem^Ben Peptids die nadistdiende Sequenz auf : 

^ GAC CAC TAT AAC TGC GTC AGC AGT GGA GGG 

CAA TGT CTC TAT TCT GCC TGC CCG ATC TTT 
ACC AAA ATT CAA GGC ACC TGT TAC AGA GGG 
AAG GCC AAG TGC TGC AAG 



Neben der gentechnischen Herstdlung bt audi die aufbauende Totabynthese an Gblichen Festphasen im 
Sinne der Merrifield-Synthese mdglidi. Die Synthesestrategie und der Aufbau des Peptids und v<hi ihm abgdei- 
55 teten Derivaten mit den entsprechend geschiitzten Aminosauren sind d^ Fachmann bekannt 

Das erfindungsgemaBe Peptid kann als Arzneimittd Verwendung finden. Seine bk>logische AktivitSt ent- 
^richt der einer antibiotisdien Substanz. Es ist daher geeignet, ab Arzneimitte! bei den in Ansprudi 10 bb 12 
genannten Indikationen dngesetzt zu werdea Das erfindungsgemlBe Peptid kann dabei in ffxr Peptide Qblicher 
Weise parenteral, intravends, intramuskular, intranasal. k>kal-topisch oder bukal verabrek:ht werdea Die Menge 
60 an zu verabreichenden Peptid betrSgt 1 mg bis 1 g pro Darreichungseinheit pro Tag. 

Das erfmdungsgemaBe Diagnostikmittd enthalt poly- oder monoklonale Antikorper gegen das erfindungsge- 
miBe Peptid gegebenoifaib in fluoreszenz- oder radioaktivmarkierter Form, um in an sich bekannten ELISA 
oder RIA eingesetzt zu werdea 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Betsptde n^er beschriebea 

65 

Beispiel 1 
Batch-Ex traktion 
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In sedis AnsStzen wurden je 800 1 humanes Hamofiltrat mit Wasser auf 2500 1 verdunnt und der pH mit 
k nzentrierter HQ auf 2,7 eingesteUt Nach Auftrag auf eine Amicon-Vantage Saule wurden die gebundenen 
Peptide in 6 bis 7 1 luiert (Chromatogramra siehe Abb. 1). 

Chroraatographiebedingungen: 
Saule: Amicon- Vantage (25 cm Durchmesser x 7 cm FCillhdhe) 
Faflmaterial: Merck Fractogel SP-650 (M) 
Batchpuffer: 1 M NaO, pH 5,5 
FluB beim Auftrag: 2 1/min 
Flu0 beim Eluieren: 1 1/min 
Detektion:214nm 
Anlage: Pilot-Scale Eigenbau 

AmmoniumsuIfat'Fallung 

Das Eluat wurde direkt nach der Elution mit 660 g/1 Ammoniumsulfat versetzt und die Peptide fiber Nadit bei 
4'*C ausgefailt Das PeptidprSzipitat wurde fiber einen Bflchner-Fdter filtrierL 

Ultrafiltration 

Das in 2 1 Wasser geldste Peptidprazipitat aus 4800 1 Hamofiltrat wird mit Natronlauge auf pH Sfi eingestellt 
Eine Abtrennung hochmolekularer Proteine erfolgt fiber eine Ultrafiltration an einer Zellulosetriacetat-Mera- 
bran mit einer AusschluBgrdfie von 20 kDa (Sartorius Sartocon Mini)L 

Kationenaustau^-Oiromatographie 

Das Filtrat nach Ultrafiltration wird auf eine Leit^gkeit von 5,7 mS/cm mit Wasser verdfinnt und ein pH von 
3,0 mit Ha eingesteDt Die Pepddlosung wd auf eine Amicon- Vantage Siule aufgetragen, welcfae rait Puffer A 
gespult und mit Puffer B im Gradientcn eluiert wird Es werden alle zwei Mmuten Frakdonen gesammelt Die 
Frakdon 40 wurde zur weiteren Bearbeitung unterworf en (Chromatogramm siehe Abb. 2). 

Chromatographiebedtngungen: 
Saule: Amicon- Vantage (6 cm Durchmesser x 13 cm FQIlh5he) 
FfiUmaterial: Merck Fractogel SP-650 (M) 
Puffer A: 0,1 M Essigsaure, 20% Methanol 
Puffer B: 0^ M Essigsiure, 20% Methanol, 1 M Ammoniumacetat 
Gradient: 0—40% B in 60 min, 40% B auf 1 00% B in 1 0 min 
FIu6:50ml/min 
Detektion:280nm 

Chromatographieanlage: BioPibt (Pharmacia) 
Fraktionen: A 2 min ab Start des Gradienten 

Semipr^arative Reverse-Riase C4-Chromatographie 

Die Fraktion 40 wurde sukzessive in mehreren identischen Chromatographien fiber eine semipraparative 
Reverse-Riase Saule aufgetrennt Die Fraktion 37 enthielt die erfindungsgemaBc Substanz (Chromatogramm 
siehe Abb. 3X 

Chromatographiebedii^ngen: 
S&ule: 2 cm x 12,5 cm Stahlsaule 
Ffillmaterial: Parcosil RP-C4 5 |un,300 A 
Puffer A: 0,1 %TFA 
Puffer B: ai% TFA, 80% Acetonitrfl 
Gradient: 5-50% B in 45 min, 50- 100% B in 10 min 
Flu&:2ml/min 
Detektion:220nm 
Chromatographieanlage: Kontron 
Fraktbnen: i 1 min ab Start des Gradienten 

Analytische Reverse-Phase CI 8-Chromatographie 

Die Fraktion 37 aus dem scmipraparativen Trennschritt wurde auf einer analytischen Saule weiter aufgerei- 
nigt(Chr(»natogrsunm siehe Abb. 4). 

Chromatographiebedingungen: 
S§ule:0^46cm x 25 cm Stahlsaule 
FfiUmaterial: Vydac RP-C18,5 jun,300 A 
Puffer A:0,1% TFA 
Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acet nitril 
Gradient: 5- 50% B in 45 mm, 50— 100% B in 10 min 
FluB: 0,7 ml/min 
Detektion:214nm 
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Chromatographieanlage: Kontron. 

In diescr Rechromatographie wird die Reinheit des isolierten Peptides, wie es zur weiteren Analytik v rwandt 
wird, deutlich (Chromatogramm dehe Abb. 4). 

Kapillar-Zonen-Elektrophorese 

Zur OberprOfimg der Reinheit wurde eine Kapillarzonen-Elektrophorese angefertigt Die Fraktion 34 enthait 
die zu aber 98% aufgereinigte Substanz (El ktropherogramm siehe Abb. 5). 

Bedingungen: 
Kapiliare: fused silica 
l^ektive Uoge: 50 cm 
Gesamtiinge:57 cm 

Puffer: 100 mM NaH2P04 pH 0;2% HydroypropylmetfiylceUuIose 

Strom: 120 |iA const 

Detektion:200nm 

Temperatur:25"C 

Beispiel 2 
Massenbestimmung 

Alle Massenbestimmungen des unmodifizierten Peptids, von proteoiytischen Fragmenten und diemisch modi- 
Fizierten Dmvaten wurden auf einem Bektrospray-Massenspektrometer (Sciex API III, Fa. Perkin Ehner) 
durchgefOhrt Die MolekGimasse der unbdiandelten Peptids wurde zu 3928,0 ± 0,5 Da (Mass^ispektrum siehe 
Abb. 6a) bestimmt. 

Bestimmung von Qysteinen 

Qrsteine lassen sich nach vorh^er diemischer Derivattsierung; zum Beispiel nach Reduktion mit P-Mercap- 
toethanol und Carboxarnkdometfayfimmg mit lodacetamki, in der Pepdd-Sequenzienmg nachweisen. Nadi der 
I>erivatisierung schlieBt sicfa eine Entsalzung vorzugsweise uber eine analytisdie Reverse-Phase Chromatogra- 
phie mit einer Vydac RP-C18 SSule (4,6 mm x 25 cm) an. Ein Teil des so mocfifizierten Peptids wird der 
Sequenzanalyse zugefOhrt, mit dem anderen Teil ergibt eme Massenbestimmung ein MoIekQbnasse von 4276,5 
± 0,6 Da (Massenspektrum siehe Abb. 6bX Aus der Massendifferenz von 348,5 ± 0,6 Da zwischen dem 
alkyhCTtcm und dem nativen Peptid wird geschkwsen, daB das Pcptid sechs Cysteme enthait. welche zudem mit 
drei DisulndbrQcken untereinander verbunden sind. 

Aminostureanalyse 

Nadi Gasphasen-Hydrolyse mit 6 N HQ fur 1 Stunde bei 160"C werden die Aminosauren mit einem automa- 
Uschen Aminos^ureanalysator (AminoQuant, Hewlett-Packard) nach Doppelmarkierung rait OPA/Fmoc mit 
dem Standardprogramm analydert Die Ergebnisse einer AminosSureanalyse des erfindungsgem^Ben Peptids 
smdinTabeUe 1 zusammengefaBt 
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TabeUe 1 

Aminosaurezusammensetzung von hBD-1 



Aminosaure 




'*OCCJ 


Aminosautc 


"'AO A 




Ask 


2 38 


7 


Tvr 






GIx* 


2.06 


2 


Val 


1.03 


/I 


Ser 


2.38 


3 


Phea 


1.00 


1 


His 


0.88 


1 


He 


2.00 


2 


Gly 


4.12 


4 


Leu 


1.06 


1 


Thr 


1.71 


2 


Lys 


4.26 


4 


Ala . 


2.03 


2 


Pro 


0.97 


1 


Aig 


1.06 


1 


Cys^ 




6 



^AUe Werte sind auf Phenylalania bezogen wordea. ^Die Anzahl der Cysteine wurden 
ubcr MS bestimmL *Asparagin imd Glutamin wurden als Aspartat und Glutamat 
bestimmL 



Sequenzbestimmung 

Sowohl das oadve als auch das caTi>oxyamidon3ethyIierte Peptki w^en mittels Edman-Abbau auf einem ABI 
473 A Sequenzer unter Verwendung des Standard-Programms analydert Die Proben werden auf mit Polj^rene 
vorbehandehe Membranen in Mengen zwischen 100 und 400 pmol aufgetragea In Obereinstimmung mit den 
Ergebnissen aus der Aminosaureanalyse und den Massenbestimmungen ergibt sich die folgende Sequenz: 

DHYNCVSSGG QCLYSACPIF TKIQGTCYRG KAKCCK 

Datenbankvergleich 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programmpakcts an den SwissProt und EMBL-Nu- 
kleinsSure Datenbanken durchgefQhrt Es wurde eine Sequenzhomoiogic zu verschiedenen Mitgliedem der 
Superfamilie der p-Defensine festgestellt, inbesondere zu dem "Tracheal Andmicrobial Peptide* (kurz TAP) von 
Rind 

Betspiel3 

Synthese von Oligonukleotiden 

Drei Primer wurden auf einem Nukleinsaure-Sythesizer (Fa. Applied Biosystems) nach der Phosphoamidit- 
Methode nach den Angaben des HersteUers synthetisiert, auf O PC-Saul en gereinigt und in bidest H2O gelost 
BD-N und BD-C bilden ein Paar sogenannter *degenerierter" PCR-Primer, welche samtliche Codierungsmdg- 
tichkeiten fQr die in Beispel 2 bestimmten amino- und carboxytenninalen Aminosduresequenzen des p-Defen- 
sins und eine zus§tzliche Link«^equenz mit Restrtktionsschnittstellen fur die spatere Kloniening enthatten. Mit 
Unip-2 wird die Erststrangsynthese der cDNA durchgefuhrt 

BD-N 5 " -CCCa3QAATTCTAG7^yCAYTAYAAYTGYGT-3 ' 32 Vaiiationen 

BD-C 5 ' -CCCGGGJ^TTCTAGATARCANGmxrYT^ ' 384 Vaiiationen 

Unip-2 5 " -CCTGAATTCTAGAGCTCATTTTTOT^^ ' 

Praparation von cDN A 

Aus humanem Gewebe wurde mit Hilfe eines automatischen Nukleinsaurenextraktors (ABI, 340) Gesamt- 
RNA nach den Angaben des Herstellers prapariert Aus 5 |ig dieser RNA wurde die mRNA unter Verwendung 
des Primers Unip-2 und von MMLV-RTase (Gibco-BRL) in cDNA-Erststrang umgesduieben. 

Amplifikation der fQr hBD- 1 codierend n cDNA 

Die spezi^sche Amplifikation der oodierenden cDN A wurde durch eine PGR an einem Thermocyder (Perkin- 
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Elmer-Cetus, 7000) durchgefahit. Mit twa 1 jxg cDNA aus verschiedenen humanen Geweben, insbesondere des 
Urogenita]- und Respiratbiistraktes; w rden mit den oben aufgefuhrten Prim m nach Standanlmethod n die 
codiereaden cDNAs eriialtea 

5 Nukkinsaure-Sequenzierung 

Die Nukleinsaurensequenz nach routinegemaB ausgefOhrter Fluoreszenzsequenzterung ergab di unt n auf- 
gefilhrt Stnilctur. Wo die DNA-Sequ nz mit der Proteinsequenz von hBI>-! ubereinstimmt, sind die Aminos^u- 
ren im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die Konsensussequenz fOr eine hypothetische Polyadenylierungs-Stel- 
10 ie ist einfach und fur das Stop-Codon doppef t unterstrichen. 



IDHYNCVSSGGQCLYS 15 
1 GAC CAC TAT AAC TGC GTC AGC AGT GGA GGG CAA TGT CTC TAT TCT 45 

I^^CPIPTKIQ GTCYRGSO 
46 GCC TGC CCG ATC TTT ACC AAA ATT CAA GGC ACC TCT TAC AGA GGG 90 

31 K A K C C K 26 
91 AAG GCC AAG TGC TGC AAG TCA GCT GGG AGT GAC CAG AAG AAA TGA 135 



136 CGC AGA AGT GAA ATG AAC TTT TTA TAA GCA TTC TTT TAA TAA Ann 180 
^ 181 AAA ATT GCT TTT GAA GTA TAA AAA AAA AAA AAA AAA 216 

PatentansprQche 

1. p-Defensin hBD-1 mit nachfolgender AminosSuresequenz 

30 

DHYNCVSSGG QCLYSACPIF TKIQGTCYRG KAKCCK 

sowie dessen biologisdi aktiven Pragmente und/oder Derivate, insbesondere amidierte; acetylierte, sulfa- 
tierte, phosphor^ierte und/oder gl^osylierte Derivate: 
35 2. Polynukieottd kodierend fOr P-Defensin hBD-1 nach Ansprucb 1 und/oder dessen Fragments 

3. Polynukleotid nadi Ansprucb 2 dadurch gekennzeichnet, daB diese ein cDNA-Fragment der nachstehen- 
den Formel ist 



40 GAC CAC TAT AAC TGC GTC AGC AGT GGA GGG 

CAA TGT CTC TAT TCT GCC TGC CCG ATC TTT 
ACC AAA ATT CAA GGC ACC TGT TAC AGA GGG 
AAG GCC AAG TGC TGC AAG , 

45 

4. Verfahr^ zur Herstellung eines P-Defensins hBI>-l gemiB Anspruch 1 durch Extraktion von Haraofiltrat 
durch Kationenaustausch-Extraktion mit nadifoigender Elution der adsorbierten Substanzen* Ammo- 
niumsulfat-FiUung der im Eluat vorhanden Peptide und Proteine, Aufnahme des Prazipitats in wSBriger 

50 L6sung und Abtrennung der Proteine durch eine Ultrafiitratran, eine emeute Kationenaustausch-Chroma- 
tographie des die Peptide enthaltenden Ultrafiltrats sowie eine Umkehrphasen-Chromatographie. 

5. Verfahren zur Herstellung eines P-Defensins hBD-1 gero^B Anspruch 1 durch Festphasensynthese im 
Sinne der Merrifield-Synthese mit ge^diQtzten Aminosiuren. 

6. VerMren zur HersteUung eines P-Defensins hBD-1 gemSB Anspruch 1 durdi routinegemaB bekannte 
55 Expression mittels gSngiger biotechnologischer Vektoren. 

7. Diagnostikmittel des Stoffes nach Anspruch 1 nach Anspruch 1 enthahend poly- oder monoklonale 
Antikdrper gegen P-Defensin hBD-1 oder mit der fOr das p-Defensin kocSerenden Nukleins&ure oder 
mRNA. 

8. Diapostikmittel enthahend den Stoff nach Anspruch 1 fiir Testsysteme zur Kontrolle von Plasma-, Urin- 
60 und Liquor cerebrospinalis-Spiegeln dieser Substanz. 

9. Diagnostikmittel enthaltemi den Stoff nach Anspruch 1 als Marker fur Funktionsstdrungen des Immunsy- 
stems und von inflammatorisdien Prozessen. 

la Arzneimittel enthaltend enthaltend den Stoff nach Anspruch 1, P-Defensin hB£>-l, als wirksamen 
BestandtdL 

65 11. Verwendung von P-I>^ensin hBE>-l gemSB Anspruch 10 zur Hersteihmg eines Arzndmitt Is zur 
Behandlung von Stdrungoi bei entzOndlichen Prozessen, gestortcr EntzOndungsreaktion, msbesondere bci 
Schadigimg der Makrophagenmigration. 

\Z Verwendung von P-Defensin hBD-1 gemfiB Anspruch 10 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
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Behandiung von Infdctionsericrankungen, tadem es als Antibiotikum verwandt wird. 

Hierzu6Seite(n)Z Ichnungen 
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Abb. 1: 

Pilot - Scale Extniktion des Hamofiltrats durch Kationenaustausch - Chromalographie ( — 
Absorption bei 280 nm, — Leitfahigkeii). 
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Abb. 2: 

Priiparative Kationenaustausch - Chroraalographie nach der Ultrafiltration. Die weiter aufge- 
arbeitete Fraktion 40 ist durch Schraffur hervorgehoben ( — Absorption bei 280 nm, — 
Leitfahigkeit). 



508066/220 



ZCICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE 44 27 531 A1 

lntCI.»: C07K 7/00 

Offent gungstag: 8. Februar 1996 




Abb. 3: 

Seraipraparaiive Reverse - Phase C4 - Chromatographie der Fraktion 40 aus Abb. 2. Fraktior 
36 ist durch Schraffur hervorgehoben ( — Absorption bei 214 nra» — Gradient in % B). 
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Abb. 4: 

Analytische Reverse - Phase CI 8 - Chromatographie der Fraktion 36 aus Abb. 3 (— 
Absorption bei 214 nm, — Gradient in % B). 
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Abb. 5: 

Elektropherogramm des aufgereinigten Peptids aus Abb. 4. 
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Abb. 6: 

a.) Massenspektrum des nativen Pepiids, b.) Massenspektrum des alkylierten Peptids 
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TI Human circulating p-defensin hBD-1 
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PA Germany 

SO Ger. Offen. , 13 pp. 
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AB An antibiotic peptide, hBD-1, is isolated from human hemofiltrate and a 
cDNA is provided for prodn. of recombinant hBD-1 for diagnosis and 
treatment of disturbances in inflammatory and immune processes.. Thus, hBD- 
1, with 36 amino acid residues, was purified from human hemofiltrate by 
(NH4)2S04 pptn., ultrafiltration, and chromatog. and sequenced. Degenerate 
PGR primers based on this sequence were synthesized and used to amplify 
hBD-1 cDNA from various human tissues; the cDNA was also sequenced. 
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ABSTRACTED -PUB -NO: DE 442 753 lA 
BASIC-ABSTRACT: 

beta-def ensin, hBD-1, of formula (I) and its biologically active fragments and/or derivs . 
(esp. amidated, acetylated, sulphated, phosphorylated and/or glycosylated) are new: 
DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYR GKAKCCK (I). Also new is nucleic acid (II), pref . the 108 base 
sequence given in the specification, encoding (I) or its fragments. 

USE - hBD-1 is used to treat inflammation (partic. where associated with abnormal macrophage 
migration) or (as an antibiotic) infection. Antibodies (mono- or poly-clonal) that react 
with hBD-1 (a marker for functional disorders of the immune system and of inflammatory 
processes) can be used diagnostically, e.g. to measure levels of hBD-1 in plasma, urine or 
cerebrospinal fluid. Probes that hybridise with (II) can be used similarly. 



